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Liposomes which contain detectable cpds . (I) and are coupled to 
antibiotics (Ab) are new. 

More specifically Ab are B8-24.3 and B16-6.2 (target cells: E14 
and B16-F10) and are covalently coupled to the liposomes by: (1) 
reaction with N-succinimidye-5-acetyl- thioacetate (SATA) ; (2) treatment 
with NH20H to generate free SH then; and (3) reaction with a 
maleimido-substd. liposome. Alternatively, Ab are attached through a 
biotin: avidin interaction. Liposome components are soybean oil 
phosphatidyl choline (PC); cholesterol; maleinimide deriv. and 
alpha-tocopherol esp. at ratio 1:0.2:0.02:0.01. (I) are fluorescent 
dyes of the perylene type. esp. N, N' -bis ( 1-hexylheptyl ) - 3 , 4 , 9 
, 10-perylene-bis (carboximide) (la) . 

USE/ADVANTAGE - The Ab-contg. liposomes can be targetted to 
particular sites in the body and provides transport of many (I) (or 
active ingredient) mol . per Ab mol.. They are useful therapeutically, 
when loaded with active ingredients (e.g. cytostatics, virustatics or 
antibiotics), for treating tumours, virus infections, rheumatic 
disease, bilharzia, malaria etc., and can also be used to treat CNS 
diseases, using drugs which will ncu normally cross the ^ blood-brain 
barrier. The liposomes can also be used diagnostically in a wide 
variety of tests, e.g. for AIDS, cancer screening or detection of 
metabolic disorders. In vivo, the transport and concn. of the lipos,... 
can be monitored f luorimetrically or visually. (I) provide very hign 
sensitivity without the dangers associated with radioisotopes; remain 
firmly embedded in the lipid bilayer during transport; are not toxic- 
have high photo-stability, fluorescene quantum yield and organic 
solvent solubility, and fluroresce at 540-575 nm, well away from the 
background . 
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@ Mit Antikorpern verknupfte Liposomen ais Trager fur einen gezielten Transport von Wirkstoff en und 
Reagenzien - Fluoreszenzmarkierung derTransportwege und des Wirkorts 

Die Verknupfung von Antikorpern mit Liposomen, die 
Fluoreszenzfarbstoffe tragen, wird beschrieoen. Hierbei ist 
von besonderem Vorteil, dafc der am meis:en bevorzugte 
Fluoreszenzfarbstoff , N.N*-Bis{1 -hexylheptyt}-3,4:9.10-perY- 
lenbis(dicarboximid). in die Lipidschicht eingelagen und 
dadurch eine besondere Stabiiitat der Kombination Lipo- 
som/Fluoreszenzfarbstotf erreicht wird. Durch z. Tl. ausge- 
wahlte Antikorper, Liposomen und deren Verknupfungen 
werden Systeme erhalten, die sich von Fluoreszenzimmun- 
tests mit hohem Verstarkungsfaktor uber diagnostische bis 
zu therapeutischen Anwendungen einsetzen lassen. wobei 
bei den letzteren das Liposom au&erdem noch zu etnem 
Transportsystem von Wirkstoffen wird. 
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Beschreibung 

Der gezielte Transport von pharmakologisch wirksamen Substanzen zum eigentlichen Wirkort ist ein ungelo- 
stes Problem. Wahrend man bei einer groQen Anzahl von wirksamen Substanzen eine Verteilung Qber den 

5 ganzen Korper inkaufnehmen kann, ist dies beispielsweise bei Cytostatika und anderen Wirkstoffen mit einer 
geringen therapeutischen Breite hochst unerwunschu Gerade bei den meist unspezifisch stark toxisch wirkenden 
Cancerostatika brachte eine Freisetzung erst am Zielort einen wesentiichen Fortschritt in der Therapie. Ein 
attraktiver Weg, dieses Problem zu losen, ist die Ausnutzung der Antigen-Antikorper-Reaktion, die die ge- 
wiinschte Spezifitat besitzt. Man konnte nun daran denken, den Antikorper kovalent mit dem Wirkstoff zu 

io verkniipfen. Dies hat aber den Nachteil, daB dadurch die Wirksamkeit des Wirkstoffs oder die Spezifitat des 
Antikorpers beeinfluBt werden konnen — man kann zudem nur wenige Wirkstoffmolekule mit einem Antikor- 
per transportieren. AuBerdem muBte fur jeden Wirkstoff ein neues Synthesekonzept fur die Verknupfung 
entworfen werden. Dies macht das Verfahren umstandlich, schwerfallig und synthetisch aufwendig. Wiinschens- 
wert ware ein universelles Tragersystem, dessen Funktion und Transport sich moglichst einfach verfolgen laBt 

is und das viele Wirkstoff- und Markierungs- bzw. Detektions-Molekule pro Antikorper transportieren kann. 

Zum Erstaunen laBt sich dies mit Liposomen erreichen, die mit dem entsprechenden Antikorper verknupft 
werden. Der Hohlraum der Liposomen, sowie die Lipidmembranen konnen sehr umerschiedliche Wirkstoffe 
aufnehmen, die dann am Zielort aktiv werden. 

An Liposomen werden Antikorper immobilisiert. Die Immobilisierung ist sowohl Qber kovalente Bindungen 

20 als auch Qber Nebenvalenzkrafte moglich. Fur die kovalente Immobilisierung eigne: sich die direkte Kondensa- 
tion zwischen funktionalisierten Liposomen und Antikorpern unter Zuhilfenahme an und fur sich bekannter 
Kondensationsmittel. Fur die kovalente Immobilisierung eignet sich besonders N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldit- 
hio)propionat (SPDP) und N-Succinimidyt-S-acetylthioacetat (SATA), das etwas bessere Kupplungsresultate 
liefert (J.T.P.Derksen, CLScherphof, Biochim.Biophys.Acta 814 (1985) 151). Fur die eigentliche Kupplung wird 

25 die Reaktionsfolge nach Abb.l ausgefuhrt. 

Fur die Immobilisierung Qber Nebenvalenzkrafte eignet sich besonders die Biotin-Avidin-Komplexierung 
(KSchott, B.Leitner, Rj^Schwendner, H.Hengartner, J.Chromatogr. 441 (1988) 115). Die Kupplung wird nach 
der Reaktionsfolge der Abb. lc durchgefuhrt Wesentlich fur die Anwendung der mit Wirkstoffen beladenen und 
mit Antikorpern versehenen Liposomen ist die Moglichkeit, ihren Transport und das Binden an den Zielort 

30 verfolgen zu konnen. Bei in-vitro-Versuchen besteht zwar grundsatzlich die Moglichkeit, dies mit einer radioak- 
tiven Markierung zu erreichen. die die erforderliche Nachweisempfindlichkeit liefert. Hier ist aber bereits der 
Umgang mit radioaktiven Stoffen storend, da er besondere VorsichtsmaBnahmen erforderi. Bei klinischen 
Anwendungen sollte man dagegen nach Moglichkeit auf jegliche radioaktiven Stoffe verzichten. GQnstiger ist es 
daher, die Liposomen mit einer Markierung zu versehen, die unproblematisch und ungefahriich mit optischen 

35 Methoden nachgewiesen werden kann. Die Liposomen konnen hierfur mit einem Farbstoff versehen werden. 
Eine quantitative Bestimmung des Farbstoffs uber seine Lichtabsorption erweist sich aber als schwierig und 
storanfallig, da eine Absorptionsmessung eine optische Qualitat der Probe voraussetzL Dies ist bereits bei der 
Liposom-Antikorper-Kombination wegen deren GroBe nicht gegeben. Bei gebundenen Antikorpern werden die 
Unsicherheiten noch erheblich groBer. 

40 Einen erstaunlichen Fortschritt bringt die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen als optische Markierer. 
Die Probe wird durch die optische Anregung nun selbst zur Lichtquelle, die problemios auf einen optischen 
Empfanger fokussiert werden kann. AuBerdem bietet die Fmoreszenz den Vorteil einer sehr hohen Nachweis- 
empfindlichkeit, da gegeniiber dem nichtfluoreszierenden Hintergrund gemessen wird. 

Fur den Fluoreszenzfarbstoff sind jedoch einige Randbedingungen zu beachten : Da biologische Proben 

45 selbst leicht blaulich fluoreszieren, sollte die Fluoreszenz des Farbstoffs auBerhalb dieses Welleniangenbereichs 
liegen, also genugend langwellig sein. Zum Erreichen einer hohen Nachweisempfindlichkeit wird man ein 
Anregungsltcht mit hoher Intensitat verwenden. Der Fluoreszenzfarbstoff muB daher eine hohe Photostabilitat 
besitzen, urn nicht wahrend der Messung auszubleichen. SchiieBIich sollte der Farbstoff nicht toxisch sein. Eine 
besonders wichtige Eigenschaft ist ein festes Haftvermogen an den Liposomen, denn wahrend des Transports 

50 darf der Farbstoff nicht freigesetzt werden. Andererseits darf der Farbstoff nicht an den Antikorper selbst 
binden, da dadurch moglicherweise seine Spezifitat und sein Bindungsvermogen nachteilig beeinfluBt wird. 
SchlieBlich darf der Farbstoff auch die Adsorptionseigenschaften der Liposomem nicht verandern. 
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Diese Bedingungen werden in Qberraschend guter Weise vom Perylenfarbstoff 1 enullt (S.N'-Bis(l -hexylhep- 
tyl)-3,4 : 9,1 0-perylenbis(dicarboximid), fur die Synthese siehe S.Demmig, H.Langhals. Cherr..3er. 121 (1988) 225), 
der die Eigenschaften hohe Photostabilitat, groQe Fluoreszenzquantenausbeute (100°/o). gute Loslichkeit in 
65 organischen Losungsmitteln (iipophile Medien) und langwellige Fluoreszenz (540 und 575 nm) in sich vereinigt. 
AuBerdem sind von der Klasse der Perylenfarbstoffe keinerlei toxische Wirkungen bekannu obwohl sie schon 
sehr lange Zeit (ab 1909) technisch verwendet wird. 

Unerwartet fest ist der Einbau von Farbstoff 1 in die Liposomen — es wird keinerlei Abgabe des Farbstoffs 
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unter physioiogischen Bedingur.gen aus den Liposomen beobachte: — , so caB der' Farbstoff alle geforderten 
Bedingungen erfullt. Eine mogiiche Erklarung fur die teste Bindung in der Lipidschicht der Liposomen ist darin 
zu sehen. daB der Farbstoff zum einen sehr hydrophob ist und zum anderen die terminaien Alkylketten 
wahrscheinlich in optimale Wechseiwirkung mit den Alkylketten der Lipidmembran treten konnen. Hierbei ist 
noch wichtig, daB der Farbstoff klein genug ist, um nicht aus der Lipiddoppelschicht herauszuragen. Experimen- 
tell wird tatsachlich beobachtet, daB durch die eingebauten Farbstoffmolekule die Absorptionseigenschaften der 
Liposomen nicht verandert werden. 

Die Geschwindigkeit der Koppiung von Antikorpem an Liposomen gent aus Abb. 2 hervor. Der eigentliche 
Kopplungsvorgang ist im wesentlichen nach weniger als einer Stunde abgeschtossen. 

Die Bestimmung der Bindung der Antikorper an Zellen erfolgt Cytofluorimetrisch. Die Empfindlichkeit der 
Methode geht aus Abb. 3 hervor. 

In Abb. 4 ist das Ergebnis eines Konkurrenzversuchs mit freien Antikorpem angegeben. Ir. Abb. 5 sind 
Raster-Elektronenmikroskopische Aufnahmen mit gebundenen und ungebundenen Liposomen angegeben und 
in Abb. 6 schlieBlich elektronenmikroskopische Aufnahmen, die die Rezeptor-gesteuerte Aufnahme eines Lipo- 
soms zeigen. 

Neben der Moglichkeit, mit dem Fluoreszenzfarbstoff den Transport von Wirkstoffen zu verfolgen kann 
dieser auch direkt in der Diagnostik eingesetzt werden — dies fuhrt direkt zu einem neuen Fluoreszenzimmu- 
nessay mit einer ungewohniich hohen Empfindlichkeit, insbesondere bei Antikorpem auf Zellen. Dies laBt sich 
im Vergleich mit den bestehenden Methoden wie folgt erklaren : Zellspezifische monoklonaie Antikorper sind 
gegenuber einer Derivatisierung sehr empfindlich. Sie konnen daher manchmal nicht und wenn, dann nur mit 
wenigen Markermolekulen (z. B. Fluoreszenzfarbstoffe) derivatisiert werden. Ublicherweise wird als Ausweg 
ein zweiter, unempfindlicher Antikorper, der auf den ersten spezifisch ist. eingesetzt, der dann mit mehr 
Markermolekulen beladen werden kann. Hierdurch wird ein notwendiger Verstarkungsfaktor in der Empfind- 
lichkeit erreicht. Dieser ist jedoch stark begrenzt. da auch der zweite Antikorper in der Regel nur mit weniger als 
10 Markermolekulen beladen werden kann. Einen ganz wesentlichen Fortschritt bringt hier der Einsatz von 
Antikorper-Liposomen, die ohne Probleme 10 000 und vie! mehr Fluoreszenzfarbstoff-Molekule aufnehmen 
konnen. Dadurch wird ein ungewohniich groBer Verstarkungsfaktor erreicht. Daruber hinaus kann ein Liposom 
im allgem. direkt an den zellspezifischen monoklonalen Antikorper gebunden werden, ohne ihn zu beeintrachti- 
gen. Dadurch vereinfacht sich ein Fluoreszenzimmunnachweis ganz betrachtlich und weist gleichzeitig den 
hohen Verstarkungsfaktor auf. Die mit Fluoreszenzfarbstoff beladenen Liposomen konnen aber auch an den 
genannten zweiten (sekundaren) Antikorper gebunden werden. Es wird dann ebenfalls der groBe Verstarkungs- 
faktor erzielt und auBerdem besitzen danr. die Liposom-Antikorper-Einheiten eine groBere Robustheit. 

SchlieBlich konnen die Fluoreszenzfarbstoffe in den Antikorper-gebundenen Liposomen direkt zur Therapie 
eingesetzt werden. Hierbei laBt sich ausnutzen, daB photochemisch Elektronenubertragungsreaktionen bei 
Farbstoffen ausgelost werden konnen. Die Farbstoffe werden zum Wirkort, z. B. eine Geschwulst, transporter: 
und binden durch den Antikorper. Der Farbstoff selbst ist dabei zunachst nicht toxisch. Durch Licht kann nun 
lokal und zudem gezielt durch die Antikorper plaziert, eine chemische Reaktion ausgelost werden, mit der der 
Zielort beeinfluBt wird. 

Besonders wichtig ist eine Behandlung mit dem genannten Antikorper-Liposomen-System, mit Wirksioff und 
mit Fluoreszenzfarbstoff- oder nur mit Fluoreszenzfarbstoff-beladen, in den Failen, in denen ein operative: 
Eingriff nicht erfolgreich ist Hier waren folgende Erkrankungen als Beispiei zu nennen : 

- Metastasen von bosartigen Geschwiilsten 

- Geschwutste, bei denen ein operativer Eingriff lebensgefahrlich oder unmoglich ist (z. B. bei Gehirntu- 
moren) 

- Virusinfektionen 

- Behandlung chronischer, lokaler Entzundungen (rheumatische Erkrankungen) 

- allgemeiner Befall von parasiten (rilarien, Billhaziose, Malaria, Trypanosomen, Leberegel oder dergl.) 

EXPERIMENTELLER TEIL 

N e -(6-maIeimidocapronyl-N 2 -palmitoyl-L-lysinmethylester (EMC-PL) 

950 mg (4.5 mmol) 6-Maleimidocapronsaure werden in 4 ml wasserfreiem Methylenchlorid gelost und mit 
N-Methylmorphoiin auf pH 7 -8 gebracht (Glaselektrode). Es werden 1.02 g (4.95 mmol) Dicyciohexylcarbodii- 
mid zugegeben, 10 min geruhrt, und danr: wird mit 6 g(4.5 mmol) N 2 -Paimitoyl-L-lysinmethylester-Hydrcchlorid 
versetzt. Die Reaktionsmischung wird ;8 h bei Raumtemperatur unter LichtausschluB geruhrt. Der Nieder- 
schlag wird abfiltriert und mit 10 ml Methylenchlorid gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden zur Trockene 
eingedampft. Der Riickstand wird in 20 ml Methylenchlorid geiost und uber eine Kieselgel-Saule (21.5x5 cm) 
chromatographiert. Die Saule wird mit 25 1 Methylenchlorid, 2.5 1 Methylenchlorid/Methanol (97 : 3 v/v). 2.5 1 
Methylenchlorid/Methanol (95 :5 v/v) und, 2 1 Methylenchlorid/Methanol (90 : 10 v/v) eluieru Das letzte Eluat 
wird eingedampft und ergibt ein Produk;. das keine Reaktion mit Ninhydrin und Bromkresolgrun zeigt. Die 
Palmitoylgruppe laBt sich mit 2,7-Dichlor:luorescein und die Amidgruppe mit Chionoiuidin nachweisen. 

Ausb. 1.7 g (67%) 

RF(Kieselgel-CH 2 Cb/Methanoi 95 : 5 w.) » 0,7. 
MS(70eV) : m/z(%) = 592. 
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C3 3 Hs7N 3 06(591) 

Ber. C 66.97, H 9.71, N 7.10; 

Gef. C 6634..H 10.28, N 7,42. 



Darstellung von N'-Oleyl-ara-C-Liposomen mit verschiedenen philen Maie.midderivaten 
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Bestimmung der Liposomen-Konzentration durch BHPD-Fluoreszenz 
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Antikdrper 



liSStaSE,™^ lsG 2 b.M H C Klass. Und H-2k') w ur d e n s us Asci.es -FlCssig. 

Antikorper-Liposom-Kupplung mit SPDP 
Derivatisierung der Antikdrper mit SPDP 

vi^TAxen^BToche^ M 7m797«?23> bS * b g ewand * ,te " Verfahren der von Carlsson (J.Carlsson. H.Dre- 

d^Ss~^ 

Reduktion von Aniikorper-PDP und Kopplung an Maleimid-Liposomen 
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wird der aktivierte Antikorper von Dithiotreitoi und 2-Tniopyridon getrennt. Fraktionen des Eluats werden 
gesammelt und bei 280 nm (LKB Ultrorac, Uvicord S) untersuchL 

Die Kupplung an Maleimid-Liposomen wird direkt nach der Saulentrennung des aktivierten Antikorpers 
durchgefuhxt. Molare Verhaltnisse von Ab-P-SH zu Liposomen-Maleimid von 1 : 10, 1 : 20 und 1 :40 werden 
dabei verwendet. Die Antikorper- fConzentrationen variieren zwischen 0.15 und 0.6 mg/ml, und die Lipid- Kon- 
zentration betragt 1 bis 5 mg SPC/ml. Die Kuppiungsreaktion wird bei 25°C unter Stickstoff und gelegentlichem 
geiinden Ruhren in Voiumina von 2 bis 12 ml entsprechend den Eduktverhaltnissen ausgefuhrt. Die Reaktion 
wird durch die Zugabe von N-Ethyimaleimid gestoppt das die freien Thiogruppen absattigt. N-Ethylmaleimid 
wird hierfur in einem minimalen Volumen von 67 mM Phosphatpuffer (pH 7.4) gelost und in 24fachem Ober- 
schuB, bezogen auf die Antikorper- Konzentration, zur Reaktionsmischung gegeben. 

Antikorper-Liposom-Kupplung unter Verwendung von SATA 

Derivatisierung der Antikorper mil SATA 

Die Antikorper-Derivatisierung mit SATA wird nach Literaturangaben (J.T.P.Derksen, G.LScherphof, Bio- 
chim.Biophys.Acta 814 (1985) 151 und RJ.S.Duncan, P.D.Weston, R-Wriggles worth, Anal.Biochem. 132(1983)88) 
vorgenommen. Die Antikorper werden in 50 mM Phosphatpuffer/1 mM EDTA (pH 7.5) bei einer Konzentration 
von 4 bis 10 mg/ml (0.25 bis 1 x 10 -9 M) gelost und 60 min bei 25°C unter Stickstoff-Schutzatmosphare und 
gelindem Ruhren mit 150 mM SATA zur Reaktion gebracht, das im minimalen Volumen DMF gelost wird. Die 
molaren Verhaltnisse Antikorper zu SATA sind 1 : 24. 1 : 12 und 1 : 6. Nicht umgesetztes SATA wird durch 24 h 
Dialyse bei 4°C gegen das lOOOfache Volumen des gieichen Puffers entfernt. Die SATA-gekoppelten Antikor- 
periosungen (Ab-ATA) werden bei 4°C gelagert 

Zur Bestimmung der Menge des Antikorper-gekoppelten SATA wird die Acetyl-Schutzgruppe mit Hydro:- 
ylamin entfernt. Die Bestimmung der freien Sulfhydryigruppe erfolgt mit Ellman's Reagenz, wie oben beschrie- 
ben. 

Deacetylierung von Ab-ATA und Kupplung mit Maleimid-Liposomen 

1 ml der Ab-ATA-Ldsung wird durch Zugabe von 1 ml Hydroxylaminhydrochloridlosung (0.5 M in 50 mM 
Phosphatpuffer/25 mM EDTA (pH 7.5)) wahrend lh Reaktionszeit bei 25°C unter Stickstoff und gelindem 
Ruhren deacetyiiert. Danach werden die aktivierten Antikorper (Ab-A-SH) sofort bei pH 6 an Maleimid-Liposo- 
men gekuppelt. Das molare Verhaknis Antikorper zu Liposom betragt dabei 1 ; 10 t 1 : 20 und 1 : 40 bei einer 
Ab-A-SH-Konzentration von 0J3mg/ml. Die Reaktion wird nach einer Inkubationszeit bei 25 S C von 0.2 bis 20 h 
durch die Zugabe von N-Ethylmaieimid in einem molaren Verhaknis von 1 : 24 gestoppt. 

Trennung der Immunoliposomen von freien Antikorpern 

Freie Antikorper werden von den immunoliposomen nach zwei Methoden getrennt: 

1. Trennung mit HPLC mit einer Trennsaule BioGeiTSK 40 (300 x 7.5 mm) und einem FIuB von 0.75 ml/min 
67 mM Phosphatpuffer (pH 7.4). Dabei wird die Elution der Liposomen uber die Absorption von incorpo- 
riertem BHPD bei 522 nm verfolgt. Freie Antikorper und Immunoliposomen werden getrennt gesammelt 
und aufgearbeitet. 

2. Die zweite Methode wird zur Trennung groBerer Voiumina (5 bis 10 ml) verwendet. Ungekuppeite, 
aktivierte Antikorper werden hierbei von den Immunoliposomen durch Flotation in einem diskontinuierli- 
chen Metrizamid-Gradienten getrennt D.Rickwood, G.D.Birnie. FEBS Lett. 50 (1975) 102). Hierfur wird in 
einem 5 ml Nitrocellulose-Zentrifugenglas (Beckmann, Lfkraciear) die Immunoliposom-Losung mit 60% 
Metrizamid gemischt, bis eine Konzentration von 20% Metrizamid erreicht wird. Diese wird mit 2 ml 10% 
Metrizamid uberschichtet, gefolgt von 0.5 mi 67 mM Phosphatpuffer (pH 7.4) als Deckschicht. Der Dichte- 
gradient wird 12 bis 16 h bei 95000 x g bei 4°C zentrifugiert (L8-9M Ultrazentrifuge von Beckmann). Die 
Immunoliposomen sind dann als gelborange fluoreszierender Ring sichtbar, der vorsichtig isoliert und 
zweimal gegen 400 ml 67 mM Phosphatpuffer (pH 7.4) dialysiert wird, urn reversibel gebundenes Metriza- 
mid zu entfernen. 

Bindungs-Experimente' 
Immunfluoreszenz und Cytofiuorometrische Analyse: 

Die Bindungsaktivitaten von unbehandelten und aktivierten Antikorpern (Ab-P-SH. Ab-A-SH) konnen routi- 
nemaBig in vitro uberpruft werden. Antikorper-Zell-Bindung wird durch Immunfluoreszenz in Anlehnung an 
Literaturmethoden (N.Berinstein, K.Matthay, D.Papahadjopoulos, R.Levy, B.I.Sikic, Cancer Res. 47 (1987) 5954) 
bestimmt. Hierbei werden Ziegen-anti-Maus FITC-IgG (Tago, Burlingame. CA, USA) fur die Markierung von 
B8-24.3 und Ziegenanti-Ratte FITC-IgG (EY Laboratories, San Mateo, Ca. USA) fur B16-6.2. beziehungsweise 
fur Second- Antikorper-Labeling verwendet. 

Spezifische Immunoliposom-Zell-Bindung wird durch Cytofluorimetrische Analyse bestimmt. Hierbei wird 
die Fluoreszenz des in die Membran eingebauten photostabilen BHPD genutzt. 

Ziel-Zellen (1.5 x 10 6 ) werden in IMDM suspendiert und mit 4 x lO 1 ^ (0.025nM) Immunoliposomen (entspre- 
chend 2.5 x 10 6 Liposomen pro Zelle) in Reagenzglasern bei einem Volumen von 300 bis 400 u.1 60 min bei 4"C 
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umgesetzL Die Zellen werden dann dreimal mil je 1 ml 67 mM Phosphatpuffer (pH 7.4) gewaschen. der 1% 
Rinder-Serumalbumin und 0.02% Natriumazid enthait. Dann werden die Zellen in 0.5 bis 1 mi des gleichen 
Puffers resuspendierL Die Zell-gebundene BHPD-Fluoreszenz wird dann z. B. mil einem Epics Profile Fluoro 
Cytometer (Coulter Corp.) bei 470 nm Anregung und 530 nm Emissionswellenlange gemessen. 
5 Die Bindung von BHPD-markierten Liposomen wird durch die Fluoreszenzmessung in einem festen Intensi- 
tatsfenster bestimmt, das individuell fur EL4- und B16-Zellen festgelegt wird. Dieses Fenster ist so gesetzt, daB 
eine naturliche Fluoreszenz der Zellen und die Fluoreszenz von unspezifisch gebundenen Liposomen ausge- 
schlossen wird (siehe Abb. 3). 

to 

Bezugszeichenhste : 

Abb. 1: Reaktionsfolgen zur Kupplung der Antikorper mit den Liposomen — a) SPDP — b) SATA - (Ab.: 
Antikorper, DTT: Dithiotreitol) — c) Kupplung uber Biotin-Avidin-Kompexierung: separat werden Antikorper 
15 und mit Wirkstoffen und/oder mit Fluoreszenzfarbstoffen beladene Liposomen mit Biotin versehen. Im nachsten 
Schritt werden die Biotin-Reste der Liposomen mit Avidin komplexiert und schlieQlich die Biotin-tragenden 
Antikorper an die freie Bindungsstelle des immobilisierten Avidins gebunden. 

Abb. 2: a) Kupplung von SPDP modifizierten B8-243 Antikorpern an MP-PL Liposomen bei molaren 
Verhaltnissen SPDP zu Antikorper 1 : 12 (•) und 1 : 24 (A) bei einem molaren Verhaltnis von 1 :40 von 
20 Antikorper zu Maleinimid-Gruppen auf der Liposomen-Oberflache. Anfangskonzentration an Antikorper ist 
2 : 10" 8 (100%). Reaktion bei Raumtemperatur unter Stickstoff und pH 6.0. — b) Kupplung von SATA modifi- 
zierten B8-24.3 Antikorpern an MP-PL Liposomen unter gleichen Bedingungen wie bei a). Molare Verhaltnisse 
SATA zu Antikorper 1 :6(#),1 :12(#)undl : 24(A). 

Abb. 3: Cytofluorimetrisch bestimmmte Bindung von Liposomen an Zellen liber die Fluoreszenz von 
25 B16-F10-Zellen. a) Selbstfluoreszenz der Zellen. — b) unspezifische Bindung von MP- PL- Liposomen (Kontroll- 
versuch). — c) spezifische Bindung von Bl 6-6.2 modifizierten Liposomen. Der waagerechte Strich gibt das 
Fenster fur die spezifische Ab-Liposomenbindung an. Ahnliche Ergebnisse werden bei Messungen von B8-243 
modifizierten Liposomen gegenuber EL4-Zellen erhalten. 

Abb. 4: Freier Antikorper wurde 60 min bei 4°C umgesetzL Es wurde mit den Zellen inkubiert, dann drei mal 
30 mit 67 mM Phosphatpuffer (pH 7.4), der 1% Rinder-Serumalbumin und 0.02% Natriumazid gewaschen. Danach 
wurden so viel Liposomen (2.5 x 10 6 Vesikel pro Zelle) zugegeben bis das Incubationsvotumen von 360 u.1 
erreicht war. Zellgebundene BHPD-Fluoreszenz wurde nach einer Inkubationszeit von 60 min bei 4° C bestimmt. 
a) Liposomen-Bindungskonkurrenz mit 0.1 nM freiem B8-24.3 Antikorper an EL4-Zellen (•) und unspezifische 
Bindung von Liposomen (O). — b) 0.025 nM Bl 6-6.2 Antikorper und MP-PL Liposomen an B16-Fl0-Zellen ( ) 
35 und unspezifische Bindung von Liposomen (O). 

Abb. 5: a) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von EL4-Zellen. 1.6 urn Markierung. — b) Oberflache- 
detail von EL4-Zellen, die mit Antikorper-freien Kontroll- Liposomen behandeit wurden 64 OOOfache VergroBe- 
rung, Markierung 03 u.m. Die Pfeile bezeichnen einzelne adsorbierte Liposomen und Liposomen-Aggregate. — 
c) spezifisch gebundene B8-243- Liposomen mit einzelnen Liposomen hauptsachlich an die Zellmikrovilli gebun-. 
40 den (Pfeil, 64 000 fache VergroBerung und 03 [im Markierung) . 

Abb. 6: a) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines EL4-Zellschnitts, mit B8-243-Liposomen behandeit 
worden ist. An die Zellmembran gebundenen Liposomen sind mit Pfeilen markiert (7 600 x , Markierung 25 \im). 
— b) Der Ausschnitt der EL4-Zelle zeigt ein einzelnes Liposom, das an die Zellmembran adsorbiert ist 
(230 000 x , Markierung 0.09 u.m). — c) Rezeptor gesteuerter Zell-Eintritt eines einzelnen liposoms (100800 x t 
45 Markierung 0.2 u,m). 



Patentanspruche 

so 

1. Kupplung von Antikorpern an Liposomen, die Detektions-Verbindungen enthalten. Bevorzugte Antikor- 
per sind B8-243- und Bl6-6^-Antikorper (fur EL4- und B16-F10-Zielzellen). Bevorzugte kovaiente Kupp- 
tungsreagenzien sind N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP) und N-Succinimidyl-S-acetylt- 
hioacetat (SATA). Am meisten bevorzugt wird als Kupplungsreagenz SATA. Bevorzugte Nebenvalenz- 

55 Kupplung ist die Biotin-Avidin Komplexierung. Bevorzugte Liposomenbestandteile sind Sojabohnenol- 

Phosphatidylchoiin, Cholesterol, Maleinimidderivate und a-Tocopherol, bevorzugt im Verhaltnis 
(0.2-3) :(0.05 — 0.5) : (0.005-0.1) : (0.001— 0.1) am meisten bevorzugt 1 : 0.2 : 0.02 : 0.01. Als Detektions- 
Verbindungen werden Farbstoffe bevorzugt. Starker bevorzugt werden Fluoreszenzfarbstoffe. noch star- 
ker bevorzugt werden Perylen-Fluoreszenzfarbstoffe, am meisten bevorzugt wird N,N'-Bis(l -hexylheptyl) 

60 -3,4 :9,10-perylenbis(dicarboximid) — Farbstoff 1 (BHPD). 

2. Einlagerung von Detektions-Molekulen in die Lipid-Doppelschicht der Liposomen nach Anspruch 1, die 
Antikorper tragen, bevorzugt sind lipophile Farbstoffe, starker bevorzugt sind Fluoreszenzfarbstoffe, noch 
starker bevorzugt werden Peryienfarbstoffe, am meisten bevorzugt wird Farbstoff 1. 

3. Der gezielte Einsatz von Antikorper tragenden Liposomen nach Anspruch 1 und 2 in der medizinischen 
65 Therapie, in der medizinischen Diagnostik und in der Biochemie und der Biologie fur vielerlei Tests, 

bevorzugt immun-Tests wie z. B. AIDS-Tests, Krebsvorsorgeuntersuchungen, Diagnose von Stoffwechse- 
lerkrankungen. 

4. Der gezielte Einsatz von Antikorper tragenden Liposomen nach Anspruch 1 und 2 in der medizinischen 
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Therapie. dadurch gekennzeichnet. daB die Liposomen mit Wirkstoffen betaden werden, die an einer 
bestimmten Stelle im Organismus aktiv werden sollen. Bevorzugt sind Wirkstoffe mit einer geringen 
therapeutischen Breite. Als bevorzugte Beispiele fur solche Wirkstoffe seien Cytostatika, Virostatika und 
Antibiotika genannt. Ein bevorzugtes Beispiel fur ein Cytostatikum sei N 4 -Oleyl-cytosin-arabinose genannL 
Ein typischer Einsatz fur die Antikorper-tragenden Liposomen sind Erkrankungen wie Krebs, insbesondere 5 
dann, wenn bereits Metastasen vorliegen oder Formen, bei denen eine operative Behandlung sehr risiko- 
reich oder unmoglich ist. Weitere Beispiele sind die Behandlung von Virusinfektionen, lokaler, chronischer 
Entziindungen wie rheumatische Erkrankungen und die Behandlung eines allgemeinen Parasiten-Befalls 
wie etwa der Befall mit Filarien,Trypanosomen oder Leberegel oder die Behandlung von Billharziose oder 
Malaria. ]0 

5. Die Verwendung der Antikorper-tragenden Liposomen nach Anspruch 1 und 2 zur Behandlung von 
Erkrankungen des Zentralnervensystems, bei denen wichtig ist, daB der Wirkstoff die Blut-Hirn-Schranke 
passiert, wobei die Liposomen auch Wirkstoffe durch die Schranke transportieren konnen, fur die sonst die 
Schranke undurchlassig ist. 

6. Verknupfung der Liposomen nach Anspruch 1 und 2 mit primaren, zellspezifischen Antikorpern. 1 5 

7. Verknupfung der Liposomen nach Anspruch 1 und 2 mit sekundaren Antikorpern, die wiederum mit 
primaren, zellspezifischen Antikorpern wechselwirken. 

8. Nachweis und quantitative Bestimmung der mit Antikorpern verknupften Liposomen durch Cytofluori- 
metrie. — Cytofluorimetrische Bestimmung der Verteilung und des Transports von Liposomen und von 
Wirkstoffen. 20 

9. Fluorimetrische Untersuchung des Transports und der Konzentration der Liposomen in vivo durch 
fluorimetrische Bestimmung oder visuellen Vergleich. — Fluoreszenz-Kontrolle des Fortschreitens einer 
Therapie. 

10. Verwendung von Perylenfarbstoffen der allgemeinen Forme! 2 in Antikorper-tragenden Liposomen 
nach Anspruch 1 oder 2. 25 




30 



35 



40 



O 



worin Ri und R2 fur Wasserstoff, oder Wasserstoff und ein bis vier isocyclische aromatische Reste, dann 
vorzugsweise mono- bis tetracyclische, insbesondere mono- oder bicyclische Reste, wie Phenyl, Diphenyl 
oder Naphthyl stehen. Bedeuten R\ oder R2 einen heterocyclischen aromatischen Rest, dann vorzugsweise as 
einen mono- bis tricyclischen Rest. Diese Reste konnen rein heterocyclisch sein oder einen heterocyclischen 
Ring und einen oder mehrere ankondensierte Benzolringe enthalten. Beispiele von heterocyclischen aroma- 
tischen Resten sind Pyridyl. Pyrimidyl, Pyrazinyl,Triazinyl. Furanyl, PyrroiyLThiophenylChinolyl, Isochino- 
lyl, Cumarinyl, Benzofuranyl, Benzimidazolyl, Benzoxazolyl, Dibenzfuranyl, Benzothiophenyl; Dibenzothio- 
phenyt, Indolyl, Carbazolyl, Pyrazolyl, Imidazolyl, Oxazolyl. isoxazolyl, Thiazolyl, Indazolyl, Benzthiazoiyl. 50 
Pyridazinyl, Cinnolyl, Chinazolyl, Chinoxalyl, Phthalazinyl, Phthalazindionyl, Phthalimidyl, Chromonyl, 
Naphtholactamyl. Benzopyridonyl, ortho-Sulfobenimidyl, Maleinimidyl, Naphtharidinyl, Benzimidazolonyl. 
Benzoxazolonyl, Benzthiazolonyl, Benzthiazolinyl, Chinazolonyl, Pyrimidyl, Chinoxalonyl, Phthalazonyl, 
Dioxapyrinidinyl, Pyridonyl, Isochinolonyl, Isothiazolyl. Benzisoxazolyl, Benzisothiazolyl, Indazolonyl, Acri- 
dinyl, Acridonyl, Chinazolindionyl, Benzoxazindionyl, Benzoxazinonyl und Phthalimidyl. Sowohl die isocy- 55 
clischen wie die heterocyclischen aromatischen Reste konnen die ublichen nicht wasserloslich machenden 
Substituenten aufweisen, wie 

a) Halogenatome, beispielsweise Chlor, Brom, Jod oder Fluor. 

b) Verzweigte oder unverzweigte Alkylgruppen mit vorzugsweise 1 bis 18. insbesondere 1 bis 12. vor 
allem 1 bis 8 und besonders bevorzugt 1 bis 4 C-Atomen. Diese Alkylgruppen konnen nicht-wasserlos- eo 
lich machende Substituenten aufweisen, wie beispielsweise Fluor, Hydroxy. Cyano, — OCOR3, —OR:, 
-OCOOR3, -CON^XRs) oder -OCONHR3, worin R 3 Alkyl, Aryl wie Naphthyl oder unsubsiitu- 
iertes oder durch Halogen, Alkyl, oder — O-Alkyl substituiertes Benzyl oder einen heterocyclischen 
Rest, R4 und R5 Wasserstoff, unsubstituiertes oder durch Cyano oder Hydroxy substituiertes Aikyl. C^- 

bis C 2 4- Cydoalkyl, bevorzugt C5-. Ce% C.r. C16-. C20- und C^-Cycloalkyl. Aryl oder Heteroaryl. 65 
insbesondere unsubstituiertes oder durch Halogen. Alkyl oder —O-Alkyl substituiertes Phenyl bedeu- 
ten, oder worin R* und R* zusammen mit dem anderen Rest R 2 einen 5— 6gliedrigen Ring oder auch 
Heteroring biiden, wie beispielsweise einen Pyridin-, Pyrrol-. Furan- oder Pyranring. Weitere mogliche 
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Substituenten an den Alkylgruppen sind mono- oder dialkylierte Aminogruppen, Arylreste, wie Napht- 
hyl oder insbesondere unsubstituienes oder durch Halogen, Alkyl oder — O-Alkyt substituiertes Phe- 
nyUoder ferner heterocyclische aromatische Reste, wie z, B. die 2 -Thienyl, 2-Benzoxazolyl-. 2-Benzthia- 
zolyl-, 2-Benzimidazolyl-, 6-Benzimidazolonyl-, 2-, 3- oder 4-Pyridinyl-, 2-, 4-, oder 6-Chinoly- oder 1 -, 3-, 

4- , 6-, oder 8-Isochinolylreste. 

Enthalten die unter b) genannten Substituenten ihrerseits wieder Alkyl, so kann dieses Alkyl verzweigt 
oder unverzweigt sein und vorzugsweise 1 bis 18, insbesondere 1 bis 12, vor allern 1 bis 8 und besonders 
bevorzugt 1 bis 4 C-Atome enthalten. 

Beispiele von unsubstituierten Alkylgruppen sind Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl, sec-Butyl, 
ten-Butyl. tert-Amyl, n-Hexyl, 1.133-Tetramethylbutyl n-Heptyl, n-Octyl, n-Nonyl. n-Decyi. n-Unde- 
cyl, n-Dodecyl n-Octadecyl 3-PentyI, 4-Heptyl, 5-Nonyl 6-Undecyl, 7-Tridecyl, 3-Hexyt, 3-Heptyl, 
3-Nonyl, 3-Undecyl, Hydroxymethyl, 2-Hydroxyethyl Trifluormethyl, Trinuorethyl, Cyanomethyl Me- 
thoxycarbonylmethyl, Acetoxymethyl oder Benzyl. 

c) Die Gruppe — OR*, worin R 6 Wasserstoff, Alkyl, Aryl. beispielsweise Naphthyl oder insbesondere 
unsubstituienes Phenyl, C 3 bis C 2 4-Cydoalkyl bevorzugt C 5 -. C 6 -, Cn, Ci 5 -, C l6 -, C 2 cr, und C 24 -Cycioal- 
kyl, Aryl oder Heteroaryl, insbesondere unsubstituienes oder durch Halogen, Alkyl oder — O- Alkyl 
substituiertes Phenyl bedeuten. In den Definitionen von R* vorkommendes Alkyl kann z. B. eine der 
unter b) als bevorzugt angegebene Anzahl an C-Atome haben. Als Beispiele von R 6 seien genannt : 
Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl sec-Butyl tert-Butyl, tert-Amyl, n-Hexyl, 1,13,3-Tetrame- 
thylbutyl, n-Heptyl, n-Octyl, n-Nonyl n-Decyl, n-Undecyl, n-Dodecyl n-Octadecvl 3-Pentyl, 4-Heptvl, 

5- Nonyl, 6-Undecyl. 7-Tridecyl, 3-Hexyl, 3-Heptyl, 3-Nonyl, 3-Undecyl. Hydroxymethyl, 2-HydroxyeV 
hyl,TrifluormethyI, Trifluorethyl, Cyanomethyl. Methoxycarbonylmethyl, Acetoxymethyl, Benzyl, Phe- 
nyl, o-, m- oder p-Chlorphenyl, o-. m-,oder p-Methylphenyl, 1- oder 2-Naphthyl, Cyclopentyl Cyciohex- 
yl, Cyclododecyl Cyclopentadecyl, Cyclohexadecyl, Cycloeicosanyl, Cycloetetracosanyl, Thienvl oder 
PyranylmethyL 

e) Die Cyanogruppe. 

f) Die Gruppe der Formel — N^XRs). worin R4 und R 5 die unter b) angegebene Bedeutung haben. Als 
Beispiele seien genannt : Amino, Methylamino, Dimethylamino, Ethylamino, Diethylamino, Isopropyl- 
amino, 2- Hydroxy ethylamino, 2-Hydroxypropylamino. N.N-Bis(2-hydroxyethyl)amino, Cyclopentyla- 
mino, Cyclohexylamino, Cyclododecylamino, Cyclopentadecylamino, Cyclohexadecylamino, Cycloei- 
cosanylamino, Cyclotetracosanylamino, Phenylamino, N-Methytphenylamino, Benzytamino, Dibenzy- 
lamino, Piperidyl oder Morpholyl. 

g) Die Gruppe der Formel -COR3, worin R 3 die unter a) angegebene Bedeutung hat. Als Beispieie fur 
R 3 seien genannt : Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl n-Butyl, sec-Butyl, tert-Butyl, tert-Amyl, n-Hexvl. 
1,133-Tetramethylbutyl, n-Heptyl n-Octyl, n-Nonyl, n-Decyl, n-Undecyl, n-Dodecyl, n-Octadecyl. 
3-Pentyl 4-Heptyl, 5-Nonyl. 6-Undecyl, 7-Tridecyl, 3-Hexyl, 3-Heptyl, 3-Nonyl, 3-Undecyl, Hydroxyme- 
thyl, 2-Hydroxyethyl, Trifluormethyl, Trifluorethyl, Cyanomethyl, Methoxycarbonylmethyl, Acetox- 
ymethyl, Benzyl, Phenyl, o-, m- oder p-Chlorphenyl, o-, nv, oder p-Methylphenyl, 1- oder 2-Naphthyi, 
Cyclopentyl, Cyclohexyl, Cyclododecyl, Cyclopentadecyl, Cyclohexadecyl, Cycloeicosanyl, Cyclotetra- 
cosanyl, Thienyl, Pyranylmethyl, Benzyl oder FurfuryL 

h) Die Gruppe der Formel — N(R 7 )COR3, worm R 3 die unter b) angegebene Bedeutung hat, R 7 
Wasserstoff, Alkyl, beispielsweise Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl, sec-Butyl, n-Hexvl. 
n-Heptyl, n-Octyl, n-Nonyl, n-Decyl, n-Undecyl, n-Dodecyl, n-Octadecyl, 3-Pentyl. 4-Heptyl, 5-Nonvi. 

6- Undecyl, 7-Tridecyl, 3-Hexyl 3-Heptyl, 3-Nonyl, 3-Undecyl Hydroxymethyl, 2-Hydroxyethyl Cyano- 
methyl, Methoxycarbonylmethyl, Acetoxymethyl, Benzyl Phenyl, insbesondere unsubstituienes oder 
durch Halogen, Alkyl oder — O-Alkyl substituiertes Phenyl beispielsweise o-, m- oder p-Chlorphenyl 
o-, m- ( oder p-Methylphenyl 1- oder 2-Naphthyl v Cyclopentyl Cyclohexyl Cyclododecyl, Cyclopenta- 
decyl, Cyclohexadecyl Cycloeicosanyl Cyclotetracosanyl Thienyl Pyranylmethyl Benzyl oder Furfu- 
ryL In den Definitionen von R 7 vorkommendes Alkyl kann z. B. eine der unter b) bevorzugt angegebene 
gegebene Anzahl C-Atome haben. Als Beispiel seien genannt : Acetylamino, Propionylamino, Butyry- 
lamino, Benzoylamino, p-Chlorbenzoylamino, p-Methylbenzoylamino, N-Methylacetamino, N-Methyl- 
benzylamino, N-Succinimido, N-Phthalimido oder N-{4-AminolphthaIimido. 

i) Die Gruppe der Formel - N(R 6 )COOR 3 , worin R 3 und R 6 die unter b) bzw. c) angegebene Bedeutung 
haben. Als Beispiele seien die Gruppen — NHCOOCH3. — NHCOOC2H5, oder -NHCOOQH5 ge~- 
nannt. 

j) Die Gruppe der Formel - N(R 6 )CON(R4XR5). worin R4, R 5 und R 6 die unter b) bzw. c) angegebene 
Bedeutung haben. Als Beispiele seien genannt : Ureido, N-Methylureido. N-Phenylureido, oder 
N.N'-2',4'-Dimethylphenylureido. 

k) Die Gruppe der Formel — NHSO:R 3l worin R 3 die unter b) angegebene Bedeutung hat Als Beispiele 
seien genannt : Methylsulfonytamino. Phenylsulfonylamino, p-TolylsuIfonylamino oder 2-Naphthylsui- 
fonylamino. 

1) Die Gruppen der Formel — SO2R3 oder — SOR 3 , worin R 3 die unter b) angegebene Bedeutung hat 
Als Beispiele seien genannt : Methylsulfonyl, Ethylsulfonyl Phenylsulfonyl 2-Naphthylsulfonyl. W phe- 
nylsulfoxidyl 

m) Die Gruppe der Formel — SO:OR 3 . worin R 3 die unter b) angegebene Bedeutung hat Als Beispiele 
fur R 3 seien genannt : Methyl Ethyl Phenyl o-, m-.oder p-Chlorphenyl o-, m-, oder p-Methylphenyl 1- 
oder 2-Naphthyl 

n) Die Gruppe der Formel — CON(R*XRs). worin R* und R 5 die unter b) angegebene Bedeutung haben. 
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Als Beispiele seien genannt : Carbamoyl, N-MethyicarbamoyL N-Ethyicarbamoyl. N-Phenvicarba* 
moyL N,N-Dimethylcarbamoyl, N-Methyl-N-phenylcarbamoyl, N-l -Naphthyicarbamoyl oder N-Pi- 
perdyicarbamoyi. 

o) Die Gruppe der Formel — S0 2 N(R4XR5). worin R* und R 5 die unter b) angegebene Bedeuiung 
haben. Als Beispiele seien genannt : Sulfamoyl, N-MethylsulfamoyI, N-Ethylsulfamoyl. N-Phenylsulfa- 
moyl, N-Methyl-N-phenylsulfamoyl oder N-Morpholylsulfamoyl. 

p) Die Gruppe der Formel — N = N — R 6 > worin R 8 den Rest einer fCupplungskomponente oder einen 
gegebenenfalls durch Halogen, AlkyI oder — O-Alkyl substituierten Phenylrest bedeutet. In den Defini- 
tionen von R 8 vorkommendes Alkyl kann z. B. eine der unter b) als bevorzugt angegebene Anzahi 
C-Atome haben. Als Beispiele fur Rs seien genannt : die Acetoacetarylid-. Pyrazolyh Pyridonyl-, o-, 
p-Hydroxyphenyl-, o-Hydroxynaphthyk p-Aminophenyl- oder p-N,N-Dimethyiaminophenyl-Reste. 
q) Die Gruppe der Formel — OCOR3, worin R3 die unter b) angegebene Bedeutung hat. Als Beispiele 
fur R 3 seien genannt : Methyl, Ethyl, Phenyl, o-, m- oder p-Chlorphenyl. 

r) Die Gruppe der Formel — OCONHR3. worin R3 die unter a) angegebene Bedeutung hat. Als Beispiel 
fiir R 3 seien genannt : Methyl Ethyl, Phenyl. 0% m-, oder p-ChlorphenyL 
R t und R: konnen Wasserstoff und ein bis vier der folgenden Reste bedeuten : 

a) Halogenatome, beispielsweise Chlor, Brom. Jod oder Fluor. 

b) Verzweigte oder unverzweigte Alkylgruppen mit vorzugsweise 1 bis 18, insbesondere 1 bis 12, vor 
allem 1 bis 8 und besonders bevorzugt 1 bis 4 C-Atomen. Diese Alkylgruppen konnen nicht-wasserlos- 
lich machende Substituenten aufweisen, wie beispielsweise Fluor, Hydroxy, Cyano, — OCOR3, — OR4, 
— OCOOR3, -CON(R4XR5) oder -OCONHR3. worin R 3 Alkyi, Aryl wie Naphthyl, oder unsubstitu- 
iertes oder durch Halogen, Alkyl, oder — O-AIkyl substituiertes Benzyl oder einen heterocyclischen 
Rest. R4 und R 5 Wasserstoff, unsubstituiertes oder durch Cyano oder Hydroxy substituiertes Alkyl, C3- 
bis C24-Cycloalkyl, bevorzugt C 5 -, C 6 -. Qr. C15-, C 16 -. C 20 - und C 24 -CycloaIkyl. Aryl oder Heteroaryl. 
insbesondere unsubstituiertes oder durch Halogen, Alkyl oder — O-Alkyl substituiertes Phenyl bedeu- 
ten, oder worin R4 und R 5 zusammen mit dem anderen Rest R 2 einen 5 — 6gliedrigen Ring oder auch 
Heteroring bilden, wie beispielsweise einen Pyridin-, Pyrrol-, Furan- oder Pyranring. Weitere mogliche 
Substituenten an den Alkylgruppen sind mono- oder dialkylierte Aminogruppen, Arylreste, wie Napht- 
hyl oder insbesondere unsubstituierte oder durch Halogen, Alkyl oder —O-Alkyl substituiertes Phenyl, 
oder ferner heterocyclische aromatische Reste, wie z. B. die 2-Thienyl, 2-Benzoxazolyl-, 2-Benzthiazo- 
lyk 2-Benzimidazolyl-, 6-Benzimidazolonyl-, 2-, 3- oder 4-Pyridinyl-, 2-, 4-, oder 6-Chinoly- oder 1-, 3-, 

4- , 6-, oder 8- Isochinolylreste. 

Enthalten die unter b) genannten Substituenten ihrerseits wieder Alkyl, so kann dieses Alkyl verzweig; 
oder unverzweigt sein und vorzugsweise 1 bis 18, insbesondere 1 bis 12. vor allem 1 bis 8 und besonders 
bevorzugt 1 bis 4 C-Atome enthalten. 

Beispiele von unsubstituierten Alkylgruppen sind Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl, sec-Butyl. 
ten-Butyl. tert-Amyl. n-Hexyl. U3,3-Te:ramethylbutyl n-Heptyl. n-Octyl, n-Nonyl, n-Decyl. n-Unde- 
cyl, n-Dodecyl. n-Octadecyl, 3-Pentyl, 4-Heptyl, 5-Nonyl, 6-Undecyl, 7-Tridecyl, 3-Hexyl, 3-Heptyi, 
3-Nony!. 3-Undecyl, Hydroxymethyl, 2-HydroxyethyI, Trifluormethyl. Trifluorethyl, Cyanomethyl, Me- 
thoxycarbonylmethyl, Acetoxymethyl oder Benzyl. 

c) Die Gruppe — ORe, worin R 6 Wasserstoff, Alkyl, Aryl, beispielsweise Naphthyl oder insbesondere 
unsubstituiertes Phenyl, C 3 bis C 2 4-Cyc!oalkyl, bevorzugt C s -, C 6 -, G 2 , C !5 -. C )6 -, C 20 -, und.C 2 4-Cycloal- 
kyl. Aryl oder Heteroaryl, insbesondere unsubstituiertes oder durch Halogen, Alkyl oder — O-Alkyl 
substituiertes Phenyl bedeuten. In den Definitionen von R 6 vorkommendes Alkyl kannz. B. eine der 
unter b) als bevorzugt angegebene Anzahi an C-Atome haben. Als Beispiele von R 6 seien genannt : 
Methyl, Ethyl n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl, sec-Butyl, ten-Butyl, tert-Amyl, n-Hexyl, 1.1,3,3-Tetrame- 
thylbutyl, n-Heptyl, n-Octyl, n-Nonyl, n-Decyl, n-Undecyl, n-Dodecyl, n-Octadecyl, 3-Pentyl, 4-HeptyL 

5- Nonyl, 6-Undecyl, 7-Tridecyl, 3-Hexyl, 3-Heptyl, 3-N6nyl, 3-Undecyi, Hydroxymethyl, 2-Hydroxyet 
hyl, Trifluormethyl, Trifluorethyl. Cyanomethyl, Methoxycarbonyimethyl, Acetoxymethyl. Benzyl. Phe- 
nyl, o-, m- oder p-Chlorphenyl. o-, m-, oder p-Methylphenyl, 1 - oder 2-NaphthyI, Cyclopentyl, Cyclohex- 
yl, Cyclododecyl, Cyclopentadecyl, Cyclohexadecyl, Cycloeicosanyl, cloeicosanyl, CyclotetracosanyL 
Thienyl oder Pyranylmethyl. 

e) Die Cyanogruppe. 

f) Die Gruppe der Formel — NfR^XRs). worin R4 und R 5 die unter b) angegebene Bedeutung haben. Als 
Beispiele seien genannt : Amino, Methylamino, Dimethylamino, Ethylamino, Diethylamino, Isopropyl- 
amino. 2-Hydroxyethylamino, 2-Hydroxypropylamino. N,N-Bis(2-hydroxyethyl)amino. Cyclopentyla- 
mino. Cyclohexylamino, Cyclododecylamino, Cyclopentadecylamino, Cyclohexadecylamino, Cycloei- 
cosanyiamino. Cyclotetracosanylamino, Phenylamino. N-Methylphenylamino. Benzylamino, Dibenzy- 
lamino, Piperidyl oder Morpholyl. 

g) Die Gruppe der Formel — COR3. worin R3 die unter a) angegebene Bedeutung hat. Als Beispiele fiir 
R3 seien genannt : Methyl. Ethyl. n-Propyl, Isopropyl, N-Butyl, sec-Butyl, ten-Butyl, tert-Amyl. n-Hex- 
yl, l.!,3J,-Tetramethyibutyl, n-Heptyl, n-Octyl. n-Nonyl, n-Decyl. n-Undecyl. n-Dodecyl, n-Octadecyl. 
3-Pentyl. 4-Heptyl. 5-Nonyl. 6-Undecyl, 7-Tridecyl, 3-Hexyl, 3-Heptyl. 3-Nonyl. 3-Undecyl, Hydroxyme- 
thyl. 2-Hydroxyethyl, Trifluormethyl. Trifluorethyl. Cyanomethyl, Methoxycarbonyimethyl, Acetox- 
ymethyl. Benzyl, Phenyl, o-, m- oder p-Chlorphenyl. 0% m- oder p-Methylphenyl. 1- oder 2-Naphthyl. 
Cyclopentyl. Cyciohexyl. Cyclododecyl. Cyclopentadecyl. Cyclohexadecyl. Cycloeicosanyl, Cyclotetra- 
cosanyL Thienyl. Pyranylmethyl. Benzyl oder Furfuryl. 

h) Die Gruppe der Formel — N(R 7 )CC>R3, worin R 3 die unter b) angegebene Bedeutung hat. R 7 Wasser- 
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stoff, Alkyl beispieisweise Methyl Ethyl n-Propyl. Isopropyl n-Butyl sec-Butyl n-Hexyl. n-Heptyl, 
n-Octyl n-Nonyl n-Decyl, n-Undecyl n-Dodecyl, n-Octadecyl 3-Pentyl 4-Heptyl 5-Nonyl 6-Undecyl 
7-Tridecyl, 3-Hexyl 3-HeptyI, 3-Nonyl 3-Undecyl, Hydroxymethyl 2-Hydroxyethyl Cyanomethyl Me* 
thoxycarbonylmethyl, Acetoxymethyl Benzyl Phenyl insbesondere unsubstituiertes oder durch Halo- 
gen. Alkyl oder — O- Alkyl substituiertes Phenyl beispieisweise o- f m- oder p-Chlorphenyl o-, m- oder 
p-Methylphenyl 1- oder 2-Naphthyl Cyclopentyl Cyclohexyl Cyclododecyl Cyclopentadecyl Cycloh- 
exadecyl Cycloeicosanyl Cyclotetracosanyl Thienyl Pyranylmethyl Benzyl oder Furfuryt. In den 
Definitionen von R7 vorkommendes Alkyl kann z. B. eine der unter b) bevorzugt angegebene Anzahi 
C-Atome haben. Als Beispiel seien genannt : Acetylamino, Propionylamino, Butyrylamino, Benzoyla- 
mino, p-Chlorbenzoylamino, p-Methylbenzoylamino, N-Methylacetamino, N-Methylbenzoylamino. 
N-Succinimido, N-Phthaiimido oder N-(4-Amino)phthalimido. 

i) Die Gruppe der Formel — N(Re)COOR3, worin R3 und die umer b) bzw. c) angegebene Bedeutung 
haben. Als Beispiele seien die Gruppen — NHCOOCH3, -NHCOOC 2 H 5 oder -NHCOOC 6 H 5 ge~ 
nannu 

j) Die Gruppe der Formel — N(R6)CON(R4XRs), worin R4, R5 und R$ die unter b) bzw. c) angegebene 
Bedeutung haben. Als Beispiele seien genannt : Ureido, N-Methylureido, N-Phenylureido oder 
N,N'-2\4'-DimethylphenyIureido. 

k) Die Gruppe der Formel — NHSO2R3, worin R3 die unter b) angegebene Bedeutung hat Als Beispiele 
seien genannt : Methylsulfonylamino, Phenylsulfonylamino, p-Tolylsulfonylamino oder 2-Naphthylsul- 
fonylamino. 

1) Die Gruppen der Formel — SO2R3 oder — SOR3, worin R3 die unter b) angegebene Bedeutung hat. 
Als Beispiele seien genannt : Methylsulfonyl Ethylsulfonyl, Phenylsulfonyl 2-Naphthylsuifonyl, Phe- 
nylsulfoxidyl 

m) Die Gruppe der Formel — SO2OR3, worin R3 die unter b) angegebene Bedeutung hat. Als Beispiele 
fur R3 seien genannt : Methyl Ethyl Phenyl o-, m- oder p-Chlorphenyl o-. m- oder o-Methylphenyl, 1 - 
oder 2-Naphthyl 

n) Die Gruppe der Formel — CON(R4XRs), worin R4 und R 5 die unter b) angegebene Bedeutung haben. 
Als Beispiele seien genannt: Carbamoyl N-Methylcarbamoyl N-Ethylcarbamoyl N-Phenylcarbamoyl. 
N.N-Dimethyicarbarnoyl N-Methyl-N-phenylcarbamoyl N-1-Naphthylcarbamoyl oder N-Piperdyi- 
carbamoyl. 

o) Die Gruppe der Formel — SOzNfR^X^s). worin R4 und R 5 die unter b) angegebene Bedeutung 
haben. Als Beispiele seien genannt: Sulfamoyl, N-Methylsuifamoyl N-Ethylsulfamoyl N-Phenyisulfa- 
moyl N-Methyl-N-phenylsulfamoyl oder N-MorpholylsuIfamoyL 

p) Die Gruppe der Formel — N — N— Ra den Rest eine Kupplungskomponente oder einen gegebenen- 
falls durch Halogen, Alkyl oder — O-Alkyl substituierten Phenylrest bedeutet. In den Definitionen von 
Rs vorkommendes Alkyl kann z. B. eine der unter b) als bevorzugt angegebene Anzahi C-Atome haben. 
Als Beispiele fur R$ seien genannt : die Acetoacetarylid-, Pyrazolyl-, Pyridonyl-, o-, p-Hydroxypheny]-, 
o-Hydroxynaphthyl- t p-Aminophenyl- oder p-N f N-Dimethylaminophenyl-Reste. 

q) Die Gruppe der Formel — OCOR3, worin R 3 die unter b) angegebene Bedeutung hat Als Beispiele 
fur R3 seien genannt : Methyl Ethyl Phenyl o-, m- oder p-Chlorphenyl. 

r) Die Gruppe der Formel — OCONHR3, worin R3 die unter a) angegebene Bedeutung hat. Als Beispiei 
fur R 3 seien genannt : Methyl Ethyl Phenyl o-. m- oder p-Chlorphenyl. 

11. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB 1 bis 200 SATA-Einheiten auf einen 
Antikorper bei 1 bis 1000 Maleinimid-Funktionen auf der Oberflache des Liposoms verwendet werder.. 
Bevorzugt ist ein Verhaltnis 12SATA: 1 Antikorper: 40 Maleinimid-Resten. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB 1 bis 200 SPDP-Einheiten auf einen 
Antikorper bei 1 bis 1000 Maleinimid-Spacergruppen auf der Oberflache des Liposoms verwendet werden. 
Bevorzugt ist ein Verhaltnis 24 SPDP: 1 Antikorper: 40 Maleinimid-Resten. 

13. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB 1 bis 50 Antikorper mit elnem Liposom 
verknupft werden. Bevorzugt sind 1 bis 5 Antikorper. 

14. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB 1 bis 10 s Imrnunoliposomen pro 
Ziel-Zelle verwendet werden, bevorzugt sind 100 bis 10 7 , starker bevorzugt sind 10 s bis 10 7 , am meisten 
bevorzugt sind 10 6 bis 4 ■ 10 6 Imrnunoliposomen pro Ziel-Zelle. 

15. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Fluoreszenzfarbstoff im molaren 
Verhaltnis zum Sojabohnenol-Phosphatidylcholin von 0.00001 bis 0.1 zu 1, bevorzugt von 0.001 bis 0.01 zu 
am meisten bevorzugt von 0.006 : 1., eingesetzt wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB zur Detektion des Fluoreszenzfarb- 
stoffs Licht mit hoher Intensitat verwendet wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die mit den Antikorpern verknupften 
Liposomen bei 4°C gelagert werden. 

18. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Verknupfung von Antikorpern mit 
SATA oder SPDP bei Temperaturen von 4 bis 40°C, bevorzugt 20 bis 25°C wahrend 1 Minute bis :0 
Stunden, bevorzugt 1 Stunde, vorgenommen wird und anschlieBend iiberschussiges Reagenz bei 0 bis 10 C C 
bevorzugt bei 4°C, durch Dialyse wahrend 2 bis 500 Stunden. bevorzugt 24 Stunden, entfernt wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daG die eigentliche Kupplung mit den 
Liposomen nach einer Voraktivierung mit Hydroxylamin in einem Phosphatpuffer bei pH 6.0 durch Inkuba- 
tion bei 25°C unter nachfolgender Behandlung mit N-Methylmaleinimid erfolgt. 

20. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Imrnunoliposomen von den nich: 
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umgesetzten Aruikorper mit der Ulirazentrifuge in einem Dichtegradienten oder chromatoeraphisch abee- 
trennt werden. w K 5 
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